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論 文 内 容 の 要 旨 
 
陸上植物は一度根を大地に固着させて生育を始めると新たな環境に移動することはでき
ないため，刻一刻と変化する外部環境を認識し，巧みに応答する多様な能力を獲得している。
とりわけ，乾燥による水分の欠乏は枯死に直結するため，陸上植物は維管束，気孔，クチク
ラ層といった効率的な水利用のための構造とともに，水分欠乏を感知し応答するためのシグ
ナル伝達経路を発達させてきた。水分欠乏による脱水は細胞内浸透圧の高まりとして細胞に
認知され，様々な浸透圧ストレス応答が引き起こされる。植物ホルモンであるアブシジン酸 
(ABA)の合成・蓄積は浸透圧ストレス応答により劇的に高まり，気孔閉鎖，脱水から細胞機
能を保護する親水性の late embryogenesis abundant (LEA) タンパク質の蓄積，適合溶質とし
て機能する可溶性糖の蓄積などが誘導される。ABA シグナル伝達機構は被子植物シロイヌ
ナズナをモデル系として解析が進められて来た。それらの研究から，ABA シグナルは植物
固有のタンパク質リン酸化酵素 SnRK2 を介したタンパク質リン酸化により伝達されること
が示された。SnRK2 は 3 つの subclass に分類され，このうち subclass III SnRK2 は ABA シグ
ナル伝達のコア構成要素であり，ABA 受容体(PYR/PYL/RCAR) とタンパク質脱リン酸化酵
素 (PP2C) によって活性が制御されることが示された。一方，すべての SnRK2 は浸透圧に
よって活性化される。シロイヌナズナにおいて，SnRK2 を完全欠損させた植物体は浸透圧
応答をほとんど失い，正常な生育ができないことから，SnRK2 の ABA 非依存的な浸透圧に
よる活性化が植物の水分ストレス応答に重要な役割を持つことが示唆されているが，ABA
非応答性 SnRK2 (subclass I) が浸透圧を介してどのように制御されているかは未だ明らかで
ない。 
SnRK2 は陸上植物のみならず，藻類にも保存されているが，被子植物以外における SnRK2
の機能はほとんど明らかとなっていない。遺伝子ターゲティングが可能なヒメツリガネゴケ
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は，初期陸上植物から最も早期に分岐した基部陸上植物であるコケ植物のモデルとして研究
がなされてきた。そこで，本研究ではヒメツリガネゴケが有する SnRK2 の ABA および浸透
圧応答における役割とその活性化機構を明らかにするとともに，陸上植物における浸透圧ス
トレス応答機構の進化プロセスについて考察を行った。 
 
ヒメツリガネゴケ SnRK2 の ABAおよび浸透圧応答への役割 
 ヒメツリガネゴケのゲノムには subclass III に属する 4 つの SnRK2 遺伝子
(PpSnRK2A/B/C/D) のみがコードされている。相同組み換えによる遺伝子ターゲティングを
利用して，既に作出済であった Ppsnrk2a 一重欠損株 (SKO) から Ppsnrk2a/b 二重欠損株 
(DKO) ，Ppsnrk2a/b/c 三重欠損株 (TKO) を作出した。続いて，TKO を用いてヒメツリガネ
ゴケ Ppsnrk2 完全欠損株である Ppsnrk2a/b/c/d 四重欠損株（QKO）を 2 系統作出した。QKO
株における SnRK2 遺伝子の完全欠損，遺伝子ターゲティングコンストラクトの挿入コピー
数，遺伝子発現の欠損はそれぞれ，ゲノム PCR，サザンブロット解析，および RNA-seq に
より確認し，以降の実験に供した。 
 まず，ヒメツリガネゴケにおいて報告された ABA および浸透圧ストレスで活性化される
40 kDa キナーゼが SnRK2 であるかをゲル内リン酸化実験により調べた。その結果，40 kDa 
キナーゼの ABA および浸透圧ストレスによる活性化は QKO ではほとんど観察されなかっ
た事から，この 40 kDa キナーゼ活性は SnRK2 に由来することを明らかにした。続いて，ヒ
メツリガネゴケ原糸体細胞の ABA 応答として知られている球形の brood 細胞の形成，凍結
耐性の増加，および LEA タンパク質の蓄積を指標に，SnRK2 がヒメツリガネゴケの ABA
応答に与える影響を調査した。ヒメツリガネゴケ原糸体を 100 µM ABA を含む培地で生育さ
せた場合，野生型株（WT）において高頻度で brood 細胞が形成され，生育の抑制が誘導さ
れたが，QKO では brood 細胞はほとんど形成されず，生育阻害を受けなかった。ABA 処理
24 時間後の原糸体を用いた凍結実験では，WT および SKO，DKO，TKO では ABA 濃度に
依存して生存率が増大したが，QKO では凍結耐性の増加は観察されなかった。また，ABA
によって誘導される LEA 遺伝子の発現上昇は QKO ではほとんど起こらなかった。この結果
は，親水性 LEA タンパク質の特徴である熱可溶性タンパク質の蓄積，および抗 LEA タンパ
ク質抗体を用いたウエスタンブロット解析によっても確認された。これらの結果は，SnRK2
がヒメツリガネゴケの ABA 応答において必須の役割を持つことを示している。 
 次に，SnRK2 が脱水により引き起こされる浸透圧ストレス応答に与える影響を明らかに
するため，原糸体細胞の脱水耐性能を調査した。WT および QKO の原糸体細胞を相対湿度
97%の大気中で 50 時間，75 時間，100 時間乾燥させ，細胞内の水分を徐々に減少させた。
この処理によって，細胞内の含水量は 60% (50 時間)，45% (75 時間)，40% (100 時間) に減
少することが報告されている。50 時間の乾燥では WT，QKO，および SnRK2 の上流キナー
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ゼであることが示唆されているARKの機能が欠損したABA非感受性株 arkも生存可能であ
った。しかしながら，QKO および ark は WT が生存可能な 75-100 時間の乾燥に耐えること
ができなかった。このことから，原糸体細胞の強力な乾燥耐性には SnRK2 および ARK の機
能が必須であることが明らかとなった。続いて，高浸透圧溶液を用いた浸透圧ショックにお
ける SnRK2 機能を調査した。WT，ark，および ABA 合成欠損株である Ppaba1 では 0.4 M マ
ンニトール溶液で 15 分処理後もほとんどの細胞が生き残ったのに対して，QKO では多くの
細胞が死滅した。このことは，非ストレス存在下における未知の上流キナーゼあるいは自己
リン酸化によるABA非依存的な低レベルのSnRK2活性も浸透圧耐性には重要であることを
示唆している。興味深いことに，0.35 M のマンニトール処理に対する耐性を有さない QKO
において，生育に影響を与えない程度の浸透圧ストレス (0.1 M マンニトール）で 12 時間
前処理を行うことで，0.35 M の浸透圧ショックへの耐性を獲得する浸透圧馴化が観察され
た。一方，ABA による前処理では耐性を獲得できない事から，ヒメツリガネゴケの高レベ
ルの浸透圧ストレス耐性に SnRK2 が重要な役割を担う一方で，浸透圧馴化には ABA および
SnRK2 から独立した機構も関与することが示唆された。 
 
SnRK2に制御される遺伝子発現の網羅的解析 
 遺伝子発現への SnRK2 欠損の影響を網羅的に解析するため RNA-seq を行った。サンプル
には 10 µM ABA または 0.4 M マンニトールにより 12 時間処理した WT および QKO の原糸
体を用いた。今回の解析では，全てのサンプルで 5 リード以上のマップ数を示した 16924
遺伝子を用い，2 倍以上の変動（FDR<0.05）を示す遺伝子の抽出を行なった。WT では ABA
に応答して 2187 遺伝子が発現上昇，2880 遺伝子が発現減少を示し，浸透圧ストレスに応答
して 1028 遺伝子が発現上昇，1595 遺伝子が発現減少を示した。QKO において ABA 応答遺
伝子数は 80.4%減少しており，ABA 応答性遺伝子発現における SnRK2 の重要性が明らかと
なった。一方で，QKO における浸透圧ストレス応答遺伝子数は 29.6%減少であり，その影
響は ABA 応答と比較して小さく，SnRK2 を介さない浸透圧ストレスに応答した遺伝子制御
機構の存在が示された。 
 続いて，SnRK2 と ABA により制御される遺伝子群 (SAGs) の特徴について情報を得るた
め，公開されているヒメツリガネゴケ RNA-seq データを使用し，階層的クラスタリング解
析とヒートマップ解析を行った結果，SAGs は乾燥や塩ストレスなどの水分ストレスに応答
して発現上昇する遺伝子群と大きく重複していることが示された。加えて，SAGs の GO 解
析からは，これら遺伝子が非生物的ストレス応答およびエネルギー代謝のカテゴリーに属す
ることが示された。ヒメツリガネゴケとシロイヌナズナにおける SnRK2 制御遺伝子の共通
性を明らかにするため，subclass III SnRK2 を欠損したシロイヌナズナ変異株のトランスクリ
プトームデータの比較解析を行った。その結果，シロイヌナズナ SnRK2 に制御される遺伝
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子の 17.8%について，その相同遺伝子がヒメツリガネゴケ SnRK2 制御遺伝子に含まれるこ
とが明らかとなり，さらには，これら遺伝子の多くが非生物的ストレス応答関連遺伝子であ
ることが GO 解析により示された。このことは，SnRK2 を介した非生物的ストレス応答機
構が陸上植物において進化的に保存されていることを示唆している。 
 
SnRK2に制御されるリン酸化タンパク質の網羅的解析 
 SnRK2の欠損がABA応答性のタンパク質リン酸化に与える影響を網羅的に解析するため，
10 µM ABA を 15 分，30 分，90 分間処理した WT および QKO 原糸体細胞から抽出したタン
パク質のリン酸化プロテオーム解析を行った。WT および QKO のタンパク質から 3789 個の
リン酸化ペプチドを検出することに成功し，そのうち 760 個のペプチドが WT と比較して
QKO で 1/3 以下にリン酸化レベルが減少していた。ABA 応答性のリン酸化ペプチドに注目
すると，WT では 498 個のペプチドのリン酸化レベルが ABA に応答して 3 倍以上に上昇し
ていた。その内の 138 個のペプチドが QKO において WT と比較してリン酸化レベルが 1/3
以下に減少していた。興味深いことに，SnRK2 を欠損する QKO においても 360 個のペプチ
ドは ABA に応答してリン酸化レベルが優位に上昇していた。このことから，SnRK2 非依存
的な ABA 応答性リン酸化カスケードの存在が示された。 
 SnRK2 に制御される ABA 応答性リン酸化ペプチドには ABA 応答性 bZIP 型転写因子 
(ABF)が含まれていた。シロイヌナズナにおいて ABF は SnRK2 の基質であることが示され
ている。今回ヒメツリガネゴケの解析で検出された ABF に由来するリン酸化ペプチド配列
は，シロイヌナズナ ABF の C1 ドメイン内にも存在し，ABA 依存的に subclass III SnRK2 に
リン酸化されることが示されている。このことから，ABA/SnRK2/ABF リン酸化シグナル経
路がコケ植物と被子植物の間で進化的に保存されていることが示された。一方で，ヒメツリ
ガネゴケとシロイヌナズナで共通して SnRK2 にリン酸化が制御されるタンパク質は 3 個と
非常に少ないことが明らかとなった。このことは，ABA 応答性リン酸化シグナルにおける
SnRK2の下流はコケ植物と維管束植物の分岐後に異なる進化を遂げたことを示唆している。 
次に，ヒメツリガネゴケ SnRK2 が認識する配列を明らかにするため，リン酸化ペプチド
のモチーフ解析を行った。その結果，4 個のモチーフ，[-R-x-x-pS-]，[-pS-P-]，[-pS-x-S-]，
[-S-x-pS-]が検出された。ABA 依存的に SnRK2 により制御されるリン酸化ペプチドのカテゴ
リーからは，[-R-x-x-pS-]のみが検出された。このモチーフはシロイヌナズナ subclass III 
SnRK2 のリン酸化標的配列として同定されていることから，subclass III SnRK2 による
[-R-x-x-pS-]を介したリン酸化経路が陸上植物において進化的に保存されていることが示さ
れた。SnRK2 非依存的な ABA 応答性リン酸化ペプチドからは[-pS-P-]が検出された。この配
列は MAPK の標的配列に含まれることから，ヒメツリガネゴケの ABA シグナル伝達経路は
MAPK カスケードを含むことが示唆された。一方，[-pS-x-S-]および[-S-x-pS-]はシロイヌナ
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ズナ SnRK2 のリン酸化プロテオーム解析からは検出されていない新規モチーフであること
から，これらはコケ植物の SnRK2 に特異的な認識モチーフと考えられ，コケ植物固有のリ
ン酸化カスケードに寄与していることが考えられた。 
 
ARK 認識モチーフを介した SnRK2の活性化解析 
 これまでの研究において ARK は PpSnRK2B 触媒ドメインの活性化ループに存在する
Ser-165/Ser-169 (SQPKS) の一方または両方を in vitro でリン酸化することが示されている。
In vivo における Ser-165/Ser-169 のリン酸化の重要性を確かめるため，PpSnRK2B に GFP を
融合した PpSnRK2B-GFP，および 2 つのセリン残基をアラニン残基に置換した
PpSnRK2B-GFP (S165/169A) をWTにおいて過剰発現させた形質転換ヒメツリガネゴケを作
出し，ゲル内リン酸化実験を行った結果，PpSnRK2B-GFP タンパク質の ABA 誘導性リン酸
化活性は PpSnRK2B-GFP (S165/169A) では消失した。さらに，ヒメツリガネゴケ QKO 原糸
体における一過的発現系において，ABA 応答性コムギ Em プロモーター活性を指標とした
解析を行った。WT では ABA に応答して Em プロモーターが活性化されるが，QKO では
ABA 応答性の Em プロモーター活性は消失している。QKO に導入した PpSnRK2B-GFP は
Em プロモーターの ABA 応答性を回復させたが，PpSnRK2B-GFP (S165/169A)では回復は観
察されなかった。これらのことから，in vivo において Ser-165/Ser-169 の少なくとも一方が
SnRK2 の活性化に必須であることが示された。 
 上記で述べたコア配列 SQPKSは陸上植物の subclass III SnRK2間で進化的に保存されてい
るが，ABA 非依存的に浸透圧で活性化される subclass I SnRK2 では S[K/R/N/M]PKS に変化
している。subclass III SnRK2 の活性化における SQPKS モチーフの重要性を明らかにするた
め，SQPKS 配列を subclass I タイプに変更した４種の変異型 PpSnRK2D を作出し，ヒメツ
リガネゴケ PpLEA1 プロモーターおよび Em プロモーターの活性を指標に，一過的発現系に
おいて機能解析を行った。その結果，全ての変異型 PpSnRK2D の ABA および浸透圧ストレ
スのシグナル伝達能は減少し，とりわけ，subclass I モチーフの中で最も多く観察されるア
ミノ酸であるアルギニンおよびリジンへの変異では減少が顕著であった。これら配列の変化
が ARK による SnRK2 リン酸化に与える影響を in vitro リン酸化実験により検証した。その
結果，ARK による S[K/R]PKS 配列のリン酸化レベルが SQPKS と比較して減少することが
確認された。これらの結果から，subclass III SnRK2 の活性化ループ内に存在する進化的に保
存された SQPKS モチーフは ARK による SnRK2 のリン酸化と活性化に重要であることが示
された。 
  
SnRK2の機能進化 
 陸上植物において SnRK2 の機能が進化的に保存されているか明らかにするため，QKO を
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用いた SnRK2 遺伝子の種間相補実験を行った。PpSnRK2D 遺伝子プロモーターの制御下で
シロイヌナズナ由来の subclass I SnRK2.5，subclass II SnRK2.8，および subclass III SnRK2.6
を QKO において一過的に発現させ，PpLEA1 プロモーターを指標に機能解析を行なった。
その結果，SnRK2.6 と SnRK2.8 は PpLEA1 プロモーターの ABA 応答性を回復させたが，
ABA 非応答性である subclass I SnRK2.5 では回復は観察されなかったことから，subclass II
および subclass III SnRK2のABAによる活性化機構は陸上植物間で保存されていることが示
された。続いて，すべてのシロイヌナズナ SnRK2 は浸透圧ストレス応答により活性化され
ることから，シロイヌナズナ SnRK2 が QKO の浸透圧ストレス応答を一過的発現系におい
て回復させるか調べたところ，シロイヌナズナ subclass II および III SnRK2 は QKO の浸透
圧ストレスに応答した Em プロモーターの活性化を回復させたが，subclass I SnRK2 は応答
性を回復させなかった。さらに，QKO においてシロイヌナズナ SnRK2 を安定的に発現させ
たヒメツリガネゴケ形質転換体を作出し，浸透圧ストレス応答を解析した。SnRK2 活性化
をゲル内リン酸化実験により調査した結果，subclass II および III SnRK2 は浸透圧ストレス
に応答して活性化されたが，subclass I SnRK2 では活性化は認められなかった。続いて，原
糸体の浸透圧ショック耐性を調べたが，同様の結果となった。以上の結果から，浸透圧を介
して subclass II および III SnRK2 を活性化する機構は陸上植物において進化的に保存されて
いるが，subclass I SnRK2 の浸透圧応答性活性化機構はコケ植物と維管束植物が分岐して以
降に獲得されたことが示唆された。さらに，藻類クレブソルミディウムが有する SnRK2 を
用いて一過的発現解析を行ったところ，QKO における PpLEA1 プロモーターの ABA 応答性
を PpSnRK2 と同程度に回復させた。このことは，ABA シグナルを伝達可能な SnRK2 遺伝
子が陸上植物の進化，すなわち ABA シグナル伝達系の獲得に先立って出現したことを示唆
している。 
 
考 察 
 本研究により，ABA/ARK/SnRK2 シグナル伝達モジュールは陸上植物を脱水や乾燥といっ
た浸透圧ストレスから保護するための基盤システムである事が示された。また，ABA 受容
体を除き，ARK を含めて主要な ABA シグナル伝達因子を有している半陸生藻類クレブソル
ミディウムの SnRK2 が陸上植物の subclass III SnRK2 と同等の機能を有している事を示した。
このことから，植物進化の過程において ARK/SnRK2 を介した浸透圧ストレス応答機構が藻
類において既に確立されていた事が示唆された。その後，浸透圧ストレスに応答した ABA
合成系とその受容体の獲得により，ARK/ SnRK2 浸透圧ストレス応答機構の ABA を介した
制御系が祖先陸上植物において初めて出現した。ARK/SnRK2 カスケードが恒常的に活性化
されたヒメツリガネゴケでは，水分ストレス耐性が ABA 非依存的に発現する一方で，著し
い生育遅延が観察される事から，ABA/ARK/SnRK2 シグナル伝達モジュールの獲得が陸上植
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物のストレス非存在下での成長促進，すなわち陸地での繁栄に重要であったと考えられる。 
 一方，subclass I および subclass II SnRK2 は維管束植物の進化の過程において新たに獲得
されている。subclass III SnRK2 の遺伝子数は陸上植物の進化過程でほとんど変化していない
のに対して，最も新しい型である subclass I SnRK2 は被子植物シロイヌナズナにおいて 5 遺
伝子と数を増加させている。このことから，subclass I SnRK2 は維管束植物固有の浸透圧ス
トレス応答に重要な役割を持つと考えられる。本研究において，subclass I SnRK2 の浸透圧
に応答した活性化機構は subclass II/III とは異なり，ABA や ARK を介さない事が示され，
ARK 認識配列の変異による ARK 以外の新たな上流キナーゼによる活性化機構の獲得が示
唆された。この ABA 非依存的な浸透圧応答機構の獲得が，維管束植物の乾燥環境への適応
に寄与していると推察した。 
 本研究成果が未解明な点の多い植物の浸透圧ストレス応答活性化機構の解明に寄与する
ことを期待する。 
 
 
審 査 報 告 概 要 
 
本研究では，植物固有のタンパク質リン酸化酵素 SnRK2の浸透圧応答および植物ホルモン
ABAの応答における役割について，基部陸上植物であるヒメツリガネゴケを用いて解析を行
った。遺伝子ターゲティング技術を用いて，ゲノムにコードされる４つの SnRK2遺伝子を全
て破壊した遺伝子組換えヒメツリガネゴケの作出に成功し，この株が ABA応答および浸透圧
耐性をほぼ欠損することを，生理学的解析，網羅的な遺伝子発現解析およびリン酸化プロテ
オーム解析を通じて明らかにした。さらに，４.５億年前に分岐し，コケ植物とは異なる進
化を遂げた被子植物のSnRK2をヒメツリガネゴケのSnRK2欠損体に遺伝子導入を行う種間相
補実験の結果，被子植物 SnRK2がコケ植物の SnRK2機能を相補し得ることを示した。以上の
結果は，SnRK2を介した浸透圧応答および ABA応答機構が植物の陸上化初期に確立され，そ
の進化を通じて陸上植物の基盤システムとして保存され続けていることを明らかにした点
で高く評価される。これらの研究成果を詳細に検討した結果，審査員一同は博士（バイオサ
イエンス）の学位を授与するに値すると判断した。 
